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2003年12月17日　山形大学医学部視聴覚室
１．マウス指発生におけるG DF5の役割
原田幹生，高原政利，朴哲，大辻美和子，井内良仁＊，
斉藤英子，高木理彰，荻野利彦（山形大学医学部代謝再生統
御学講座運動機能再建・回復学分野，＊同生体分子機能学分
野）
　GDF5はBMPファミリーに属し、骨格形成に関与する成長因子で
ある。このGDF５の機能を欠損したbpマウスでは指節骨の欠損が
みられる。このメカニズムを検討する目的で、bpマウスの指発生を
研究した。組織学的観察をみると、指放線の形成はみられたが、指
放線内の細胞にアポトーシスが多数認められた。このアポトーシス
の細胞を調べるため、II型コラーゲンmRNAの発現を調べた。この
アポトーシスを生じた領域ではII型コラーゲンの発現を認めなかっ
た。このことから、これら細胞は間葉細胞であると考えられる。ま
た、同部では過剰なGDF5 mRNAの発現を認めた。bpマウスでは
GDF5 mRNAは合成されるが、GDF5蛋白は合成されない。GDF5
機能の欠損のため間葉細胞のアポトーシスが増加したと考えられ
る。すなわち、GDF5はアポトーシスを抑制することが示唆された。
GDF5は指節骨発生において必須であると考えられる。
２.　マウス肋軟骨損傷におけるrhG DF５/Ⅰ型コラーゲンスポンジの
効果
朴哲，高原政利，原田幹生，大辻美和子，高木理彰，
斎藤英子，鈴木浩美＊，伊藤恒賢＊，荻野利彦（山形大学医学
部代謝再生統御学講座運動機能再建・回復学分野，＊同動物
実験施設）
　【目的】マウス肋軟骨損傷は最初には軟骨様組織にて連結したが、
最終的には修復出来なかった。今回演者らはrhGDF5のマウス肋軟
骨損傷に対する修復効果を観察した。【材料と方法】５週のICRマウ
スを用いた。rhGDF5（１μg）/I型コラーゲンスポンジを損傷した
第10肋軟骨断端の間に移植した。損傷から３日、１週、２週、６週
および３カ月後に損傷した肋軟骨を摘出して、組織学的に観察し
た。【結果】移植後１週では肋軟骨断端が肥大化し、スポンジの外側
に散在した軟骨様組織が形成した。移植後２週になると、スポンジ
の辺縁に骨組織が形成した。移植後６週には、肋軟骨断端が骨組織
にて連結し、軟骨内に軟骨吸収が認められた。移植後３カ月には、
骨と断端の間に細胞がない面が認められた。【考察】GDF5群では２
週から新生骨が誘導された。rhGDF5/Ⅰ型コラーゲンスポンジは
肋軟骨の修復に対する軟骨誘導材料としては不適切である。
３．喫煙負荷肺気腫マウスにおけるS P-Dの動態
平間紀行，柴田陽光＊，町屋純一，和田敏弘，井上純人，
高畠典明，佐田誠，久保田功（山形大学医学部器官病態統御
学講座循環・呼吸・腎臓内科学分野，＊同液性病態診断医学分
野）
　【目的】　Surfactant protein D (SP-D)はC型レクチンの一つであ
るが、そのノックアウトマウスの報告より肺気腫発症との関連が示
唆されている。慢性閉塞性肺疾患患者でのSP-D産生の動態につい
ての報告例はまだなく、慢性喫煙曝露による肺気腫モデルマウスに
おけるSP-D産生の動態について検討した。【方法】B6C3F1マウス
（18匹）に主流煙発生装置を用い、１日40本の全身曝露を６ヵ月間施
行し、非曝露群（19匹）との比較を行なった。【結果】６ヵ月間の曝
露期間で脱落はなかった。曝露群での組織像で泡沫化マクロファー
ジの局所的集族と肺気腫の形成を認めた。曝露群のマウスの肺では
非曝露群に比較し、遺伝子レベルおよび蛋白レベルでSP-Dの増加
が認められた。【結論】タバコ主流煙曝露による肺気腫モデルマウ
スの肺でSP-Dは増加しており、SP-Dの減少が肺気腫の成因とは考
えにくいことが示された。
４．Diacylglycerol kinase zeta inhibits endothelin-1-induced activation 
of activator protein-1 and cardiomyocyte hypertrophy
Takahashi H, Takeishi Y, Arimoto T, Shishido T,  Akiyama 
H＊, Goto K＊, Kubota I（Yamagata University School of 
Medicine, Course of Internal Medicine and Therapeutics, 
Department of Cardiology, Pulmonology, and Nephrology,
 ＊Course of Biological Structure and Cognitive Integration 
Science, Department of Anatomy and Cell Biology）
　Diacylglycerol (DAG) is a lipid second messenger that 
transiently accumulates in cells stimulated by growth factors and 
other agonists. Diacylglycerol kinase (DGK) controls the cellular 
level of DAG by converting it to phosphatidic acid, thus acting as 
a regulator of protein kinase C (PKC). Activator protein-1 (AP1), 
a down stream target of PKC, is a transcriptional factor involving 
cardiac hypertrophy. Since DGK inactivates DAG, a strong 
activator of PKC, we hypothesized that DGK inhibited endothelin 
1 (ET1)-induced AP1 activation and resultant cardiomyocyte 
hypertrophy. We demonstrated that three DGK isozymes (α,ε
andζ isozymes) were expressed in neonatal rat cardiomyocytes. 
The AP1 DNA-binding activity was measured by dual-luciferase 
assay. The AP1 DNA-binding activity was increased by ET1 
stimulation in neonatal rat cardiomyocytes, and this activation 
was prevented by DGKζ, but not DGKα andε. Furthermore, 
DGKζ attenuated the increase of cellular surface area by ET1. 
We demonstrated for the first time that DGKζ inhibited ET1-
induced AP1 DNA-binding activation and subsequent cardiomyo-
cyte hypertrophy.
５．Diacylglycerol kinase zeta心臓特異的過剰発現マウスの検討
有本貴範，竹石恭知，志賀亮子，高橋大，宍戸哲郎，中島修＊，
後藤薫＊＊，久保田功（山形大学医学部器官病態統御学講座循
環・呼吸・腎臓内科学分野, ＊同遺伝子実験施設，＊＊同情報構
造統御学講座組織細胞生物学分野）
第14回実験動物セミナー研究成果発表会抄録
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　Diacylglycerol kinase (DGK) は細胞内diacylglycerol (DAG) レベ
ルを制御することで、protein kinase C (PKC)の活性調節因子とし
て働くと考えられており、心臓ではDGKα, ε 及びζアイソフォー
ムの存在が報告されている。我々は、ラット新生仔心筋細胞を用い
たin vitroの検討で、endothelin-1による転写因子の活性化と心筋細
胞サイズの増大が、DGKζにより抑制されることを示した。そこ
で心筋細胞におけるDGKζの機能をin vivoで検討するため、DGK
ζを心臓特異的に過剰発現したマウスを山形大学遺伝子実験施設で
作製した。トランスジェニック（TG）マウスの心臓のDGKζ-
mRNA発現レベルは、野生型と比較して約３倍であった。今後、
DGKζ-TGマウスの解析を行い、心臓におけるDGKζの機能を明
らかにしていく方針である。
６.　ラット大脳皮質における局所脳虚血後の神経再生に関する検
討
久下淳史，竹村直，小久保安昭，佐藤慎哉，嘉山孝正（山形
大学医学部情報構造統御学講座神経機能再生外科学分野）
　近年、げっ歯類成体脳で海馬歯状回と側脳室下帯に神経幹細胞が
存在し、脳虚血負荷により幹細胞が増殖し、一部の神経前駆細胞は
神経へと分化することが報告されているがこれまでに大脳皮質にお
けるneurogenesisに関する報告は少ない。今回我々は、ラットを用
いた一過性局所脳虚血モデルを作成し、経時的に大脳皮質梗塞巣周
囲の神経幹細胞の動態について免疫組織化学的に検討した。虚血負
荷後３週間目にはBrdu/NeuN二重陽性細胞が認められ、以後、８週
目まで少数ながら大脳皮質梗塞巣周囲にBrdu/NeuN二重陽性細胞
の発現を認めた。この細胞は虚血負荷後に梗塞巣周囲に増殖した
regenerated neuronであると考えられた。BrdU/GFAP二重陽性細
胞は１週間目から増殖し、 BrdU/GFAP二重陽性細胞は２週間目か
ら８週間目まで認めた。IB4陽性細胞は１週間目には梗塞巣および
梗塞巣周囲に多数増殖し、一部BrdU/IB4二重陽性細胞を認め、
BrdU/Ib4陽性細胞は４週目位から減少していく傾向を認めた。以
上の結果から、一過性局所脳虚血負荷後の大脳皮質における
neurogenesisの可能性が示唆された。
７．W istar fatty ratの頸動脈内膜肥厚病変とヒト臍帯静脈由来血管
内皮細胞に対する塩酸メトフォルミンの抗動脈硬化作用
平田昭彦，五十嵐雅彦，山口宏＊，菅江尚央子＊，土家寛美＊，
大沼寛＊，大門真＊，加藤丈夫＊，富永真琴（山形大学医学部器
官病態統御学講座液性病態診断医学分野，＊同生命情報内科
学分野）
　【目的】 Metの抗動脈硬化作用を頸動脈バルーン傷害モデルと培
養ヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）を用いて検討した。【方
法】(1)雄Wistar fatty rat (WF)とlean rat (WL) を対照群 (WF-C, 
WL-C)、Met群 (WF-M, WL-M)、L-NAME群 (WF-L, WL-L)、
Met+L-NAME群 (WF-ML, WL-ML) に分け頸動脈内膜肥厚病変を
作製し、肥厚内膜面積／中膜面積比 (I/M比) を算定した。（2）
HUVECにMetを添加し、Aktリン酸化能とeNOS蛋白発現量を検討
した。【結果】(1)I/M比は、WL-C群に比べWF-C群で高値で、WF-
C群に比べWF-M群で低下しWF-L群で増加したが、WF-ML群では
低下し、WLでも同様であった。(2)HUVECで、Aktリン酸化能と
eNOS蛋白発現量はインスリン添加により上昇しMetを加えるとさ
らに増強した。【結語】Metは、内膜肥厚抑制効果を認め、その機序
は、Aktリン酸化とeNOS発現の増加させるためと考えられた。
８．膵島細胞におけるグルタチオン・レドックス系の役割
長岡由姫，井内良仁，藤井順逸（山形大学医学部代謝再生統
御学講座生体分子機能学分野）
　糖尿病の発症には活性酸素種の関与が示唆されているので、その
傷害作用からの防御を担う抗酸化・レドックス系について検討を
行った。数種の抗酸化・レドックス酵素抗体を用いてラットとマウ
ス膵臓の免疫染色を行ったところ、グルタチオン還元酵素(GR)の発
現は膵島細胞で高かった。この事実は抗酸化・レドックス系が膵β
細胞では低いとする従来の考えに合致しない。Streptozotocin 
(STZ)投与で糖尿病モデルラットを作成し、GR阻害剤である
carmustine (BCNU)前投与の影響を調べたところ、BCNU投与によ
り膵臓のGR活性は抑制され抗体による染色性も低下し、膵島細胞
の破壊も顕著化した。しかし血糖値上昇についてはBCNUの有無
で有意な差は見られなかった。STZは強力なβ細胞傷害作用をもつ
ため、GR阻害によるグルタチオン低下の影響が顕在化しない可能
性が考えられる。
９．2-A A F投与後部分肝切除モデル （M odified S olt-Farber model）に
おけるM usashi-1を介した分化シグナルの検討
服部悦子，齋藤貴史，奥本和夫，伊藤純一，三條麻衣，
三澤慶子，鈴木明彦，安達徹，武田忠，菅原一彦，渡辺久剛，
齋藤孝治，冨樫整，河田純男（山形大学医学部器官病態統御
学講座消化器病態制御内科学分野）
　RNA結合蛋白であるMusashi-1 (Msi-1) は細胞の分化過程におけ
る非対称分裂に深く関与していることが知られている。我々は、分
化能を有する未成熟肝細胞株を用いて分化過程におけるMsi-1およ
びMsi-1関連遺伝子発現についてこれまで検討してきたが、今回
ラットモデルを作成し肝臓においてoval cellを発現させ、in vivoに
おけるMsi-1 およびその関連蛋白発現について免疫組織学的に検討
した。ラットモデルにおいてCD 34陽性のoval cellが誘導され、そ
の陽性細胞にMsi-1蛋白の発現が免疫染色で確認された。また、関
連遺伝子であるNotch receptor 1蛋白の発現も免疫組織学的に確認
された。これらの結果よりin vivoにおける肝細胞の分化過程にお
いてMsi-1を介したNotch signal の関与が示唆された。
10．「老化とポリフェノールの冠循環改善効果」－第２報：赤ワイン
に含まれるポリフェノール化合物の冠血管拡張作用
滝野智美，高橋圭子，会田智美，石幡明＊，片野由美（山形大
学医学部臨床看護学講座,＊同器官機能統御学講座心血管機能
統御学分野）
　本研究では、赤ワインに含まれるポリフェノール化合物（RWPC）
の冠血管拡張機序およびRWPCの中でどの物質が拡張作用に関与し
ているのかを明らかにすることを目的に、若齢（２～３ヵ月齢）と
老齢（27ヵ月齢）のFischer344ラット（♂）を用いて検討した。
　RWPC は若齢と老齢ラット双方で、coronary flow (CF)を増加さ
せた。このCF増加作用は、若齢ラットではPG生合成阻害薬により
有意に抑制された。一方、老齢ラットでは抑制傾向が見られた。
RWPCの一つであるケルセチンは、若齢と老齢ラットのCFを増加
させたが、加齢変化は認められなかった。以上より、若齢ラットに
おけるRWPCのCF増加作用にはNOに加えて（第１報）PGI2が重要
な役割を果たしていることが示唆された。老齢ラットの場合は、
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PGI2のみが関与している傾向がみられた。ケルセチンは血管拡張
作用を惹起する物質であることが明らかになった。
11．「老化とポリフェノールの血管作用」－第２報：ラット摘出血管
におけるタンニン酸およびカテキンの作用
斉藤良美，本間優子，利美賀子，石幡明＊，片野由美（山形大
学医学部臨床看護学講座，＊同器官機能統御学講座心血管機
能統御学分野）
　赤ワインポリフェノール(RWPC)には、循環器疾患の予防に効果
があることが疫学的に示されている。利ら（実験動物セミナー第13
回研究成果発表会, 2002）は、RWPCは加齢によらず血管弛緩作用
を惹起することを報告した。しかし、RWPCのどの化合物が血管弛
緩作用に関与しているのかは明らかになっていない。そこで本研究
では、赤ワインに多く含まれているタンニン酸およびカテキンに注
目し、これらの血管弛緩作用と加齢変化を検討した。【結果および
考察】タンニン酸は、内皮細胞非存在下と比較し、内皮細胞存在下
で弛緩反応を惹起した。その血管弛緩反応に加齢差は認められな
かった。カテキンは、内皮細胞の有無に関わらず血管を収縮させ
た。その収縮反応に加齢差は認められなかった。今後これらの血管
弛緩作用機序を検討し、さらに他のポリフェノールによる血管弛緩
作用についても検討していく予定である。
12．「老化と膀胱平滑筋機能」－第２報：膀胱体部ムスカリンおよび
三角部α受容体を介する収縮反応
会田智美，石幡明＊，片野由美（山形大学医学部臨床看護学講
座，＊同器官機能統御学講座心血管機能統御学分野）
　高齢者の排尿障害が臨床上問題となっているが、加齢による膀胱
機能の変化については不明な点が多い。そこで本研究では、ムスカ
リン（M）受容体、およびα受容体を介する収縮機能、M受容体の加
齢変化について、２～３カ月齢および27カ月齢のF344 rat（♂）の
摘出膀胱標本を用いて検討した。【結果および考察】組織学的研究：
膀胱体部、三角部ともに加齢による筋萎縮や線維化は認められな
かった。収縮機能および受容体結合実験： KClによる収縮反応に加
齢変化は認められなかった。M受容体作用薬（Carbachol）による
体部収縮反応およびM受容体数と親和性、いずれにおいても加齢変
化は認められなかった。α作用薬（Phenylephrine）による三角部
収縮反応は、若齢に比べ老齢ラットにおいて有意に増加した。以上
の結果から、加齢によるα受容体を介する収縮反応の増大が、排尿
障害の一因となっている可能性が示唆された。
13．「老化と膀胱平滑筋機能」－第３報：膀胱体部αおよび底部ムス
カリン受容体を介する収縮反応
今野絹子，会田智美，石幡明＊，片野由美（山形大学医学部臨
床看護学講座，＊同器官機能統御学講座心血管機能統御学分
野）
　高齢者の排尿障害が臨床上問題となっているが、膀胱機能の加齢
変化には未解明の部分が多い。近年、αおよびムスカリン（M）受容
体は、膀胱体部、底部の両部位に存在していることが報告された。
そこで本研究では、体部α受容体および三角部M受容体を介する収
縮反応の加齢変化について、２～３ヵ月齢および27ヵ月齢のF344 
rat（♂）の摘出膀胱標本を用いて検討した。【結果および考察】KCl
による収縮反応に加齢変化は見られなかった。Phenylephrineによ
る体部α受容体を介する収縮反応は加齢によって有意に増大した。
一方、Carbacholによる三角部M受容体を介する収縮反応に加齢変
化は見られなかった。β受容体を介する収縮反応は加齢によって低
下することが既に報告されており、この報告と会田らの研究、本研
究を考え合わせると、β受容体を介する弛緩反応の低下とα受容体
を介する収縮反応の増大が、排尿障害の一因と示唆された。
